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【要旨】　近年の臓器移植における最大の問題は移植臓器の不足であり，心停止ドナーからの提供臓器の利用
はこの問題の解決法の一つとして期待されている．筆者等は，従来より心停止ドナーからの死体腎移植にお
ける低温持続灌流法による腎保存の有効性を基礎，臨床の両面より強調してきたが，今回はこれらの経験を
肝移植に応用し，ショック状態持続後心停止ドナーからの肝移植の可能性を追求するため，低温持続灌流保
存法とpentoxi」呼11ine（POF）の有効性について検討した．対象として体重約25　kgのブタを用いて同所性肝
移植を施行した．ドナーは脱血量を調節し収縮期圧60mmHgを60分続けた後に心停止させ肝臓を摘出し，
以下の4群に分けて2時間保存した．
　1群　単純冷却法
　II群　低温持続灌流法　門脈灌流
　III群　低温持続灌流法　肝動脈灌流
　IV群　低温持続灌流罪　III群にPOF　l　g／1併用
　手術終了時のAST，　LDH，　AKBRはIV，　III，　II，1群の順に良好であった．ビアルロン酸は1群に比べ他
群が高かったが，II群よりはIII，　IV群で低かった．また灌流終了時の灌流液AST値と移植後の血清AST値
の問にも正の相関が認められた．48時間以上の生存例は1群25％，II群20％，　III群20％，　IV群63％であ
った．本研究では低温持続灌流法を用いたが，門脈よりの灌流は適さず，POFを加えた経肝動脈灌流保存
がより良好な結果を示した．また同法により摘出した肝臓のviabilityの判定が可能となり無機i能肝を移植前
に除外できるほか，灌流液に種’々の薬剤を添加することで臓器のviabilityを改善すること（コンディショニ
ング）が可能となることが示唆され，肝保存への低温持続寒流法の応用が期待された．
はじめに
　近年の臓器移植における最大の問題は移植臓器の
不足である．肝移植においても待機患者数は年々増
加し，その多くが移植を受けることなく死亡してい
る1・　2）．高齢などの理由でこれまでドナー適応基準
から除外されていた基準外ドナーの利用，心停止ド
ナーの利用，生体ドナーからの移植，異種移植の研
究など様々な対応策が検討されている．心停止ドナ
ーからの肝移植は過去に一部の施設で行われたこと
があるが，成績不良であり3～5），現在の臨床肝移植
では認められていない．
　筆者らは，従来より心停止ドナーからの死体腎移
植における低温持続灌流法による腎保存の有効性
を基礎，臨床の両面より強調してきたが6～12），今回
は，これらの経験を肝移植に応用し，心停止ドナ
ーからの肝移植の可能性を追求した．すなわちブ
タを用いた実験肝移植において，心停止のドナー
から摘出した肝臓を，低温持続灌流法により保存
し，そのviabilityの判定および肝移植後の機能発現
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状態について検討した．さらに筆者らはin　vitroお
よびラットを用いた実験で肝保存における有用性を
確認しているpentoxifylline（POF）13）を灌流液に添
加し，その効果についても検討した．
対象と方法
　1．実験動物
　体重20～25kgの同腹食用ブタ（交配種）をドナ
ーおよびレシピエントとして使用した．ドナー，レ
シピエントともに手術前日から高話とした．
　2．麻酔法
　ドナーおよびレシピエントの麻酔は，気管内挿管
による全身吸入麻酔で行った．導入は塩酸ケタミン
500mgと硫酸アトロピン0．5mgを筋注の後サイア
ミラールナトリウム100mgを静注して挿管した．
術中はパンクロニウム，酸素およびイソフルランに
より維持した．
　3．ドナー手術
　ドナーは臨床の心停止ドナーに近似させるため，
低血圧状態（死戦期）を維持した後山停止させ，肝
臓を摘出した．まず右頸部を切開した後，右記頸動
脈を剥離し動脈圧モニター用の留置針を挿入した．
持続的に動脈圧，心拍数のモニターのもと，ついで
右総腸骨動脈より大動脈内に挿入したカテーテルか
ら脱血し，収縮期圧を50～60mmHgに維持し，60
分問の低血圧負荷を加えた．その後さらに脱血して
心停止させた．心停止と同時に大動脈内カテーテル
および上腸間膜静脈より門脈内に留置したカテーテ
ルから4。CEuro－Collins液14）を100　cm　H20の圧で
注入し，それぞれ1500ml，1000　mlを用いて死体
内冷却した後，肝，膵，十二指腸同時摘出法15）も
しくは腹腔内全臓器摘出法16）により肝臓を含む諸
臓器を摘出した．摘出した臓器は4。Cに冷却しな
がらテーブル上の操作（bench　surgery）により移
植肝臓を分離した．なおbench　surgeryには約90
分を要するので，諸臓器を摘出した後，Euro－
Collins液よりも長期の保存に適しているUniversity
of　Wisconsin（UW）液17）を門脈，大動脈より500
mlつつ灌流し，　Euro－Collins液と置換した．初期灌；
流からUW’液を使わないのは，　uW液は粘調度が高
く，急速に血液を押し流し臓器を冷却するのには
Euro－Collins液の方が適していることと，十分な初
期二流を行うためには多量の二流液を使用するため
経済的にもUW液よりもEuro－Collins液の方が適当
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であることが理由である．
　4．臓器保存
　摘出，分離された肝臓は，UW液を用いた単純冷
却保存法（4。C）あるいはLPS－II型臓器保存装置
（日機装，東京）18）を用いた低温持続浮流保存法
（Fig．1）により2時間保存した．低温持続灌流保存
における二流液はBelzer’s　gluconate液19）の内容の
一部を変更した液11を用いた．これはBelzerらの
gluconate液の25％ヒトアルブミン150　mlの代わ
りにhydroxyethil　starch　（HES，　MW’200．000）　37．5
g／1を加えたものであり，Na　＋＝128±5mEq／1，
K＝24±2mEq／1，浸透圧＝320　mOsm，　pH＝7．5
に調整されている．灌流保存法は門脈と動脈のいず
れからの灌流が適当であるかを確認するため，門脈
から8mmHgで灌流した群と，肝動脈から60
mmHgで灌流した群にわけて検討した．いずれも
灌流液温は8。Cとした．実験のプロトコールを
Fig．2に示した．
　5．レシピエント手術
　レシピエント手術は，右内頸静脈，右総頸動脈に
それぞれ中心静脈栄養，動脈圧測定用のカテーテル
を留置した後，左内頸静脈に無肝油の静脈バイパス
用の送血チューブを挿入した．正中切開による開腹
後，静脈バイパスの脱血路として，左心腸骨静脈お
よび脾静脈からチューブを挿入し，先端をそれぞれ
下大静脈，門脈に留置した．脱血路から脱血し，Y
字チューブを介してポンプ（Bio－PumpTM，　Bio
Medicus米国）に接続し送血路に返血した（Fig．3）．
ポンプ流量は30ml／min／kgとした．ついで自己肝
を摘出し，同所性全肝移植20・　21）を行った（Fig．4）．
　6．実験群
　保存法および保存液への添加物の有無から次の4
群に分けて検討した．
　1群　（n＝4）：UW液による単純冷却保存
　II群　（n＝5）：門脈から灌流した低温持続灌流心
　　　　　　　存
　III群（n＝5）：肝動脈から灌流した低温持続灌流
　　　　　　　保存
　IV群（n＝8）＝III群の灌流液にPOF　l　g／1を添加
　　　　　　　　した群
　なおPOFの添加量はWangらの報告22）とそれに
基づくわれわれのラットを用いた予備実験により決
定した．
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Fig．　1　Liver　graft　during　perfusion　preservation　with　LPS　II．　The　arrow　indicates　that　the　liver　is　perfused　through
　　　hepatic　artery　via　aorta．
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Fig．　2　Experimental　protocol．
　7．検査項目
　1）生存率
　48時間以上の生存例数と移植回数との比で生存
率を表した．また死亡例は全例死後剖検して死因を
検討した．
　2）生化学的検査
　各群ともに手術終了時（血液再開後2時間）に採
血を行い，AST，　LDH，ビアルロン酸（HRA），動
脈血ケトン体比（AKBR）を測定し，比較検討し
た．
　3）一流保存群における懸鯛条件の観察と灌流記
内への逸脱酵素の測定
　低温持続灌流保存を行ったII，　III，　IV群では，保
存終了時における灌流記内への肝臓からの逸脱酵素
AST，　LDHおよび乳酸を測定した．また灌流圧，灌
流量と肝重量の測定から脳血管抵抗（mmHg／ml／
min／g）を測定し，それぞれの値と手術終了時に採
血した血清中のAST，　LDH，　HRA値との相関を検
討した．
　4）組織学的検討
　各群とも移植肝への血流再開後1時間目に肝生検
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Fig．　3　Recipient　operation　during　anhepatic　phase．
し，光顕（hematoxylin－eosin；HE染色）ならびに
走査電顕所見から類洞および肝実質細胞の障害等を
比較検討した．
　5）各指標の測定法と統計学的処理
　各指標の測定にはそれぞれAST（UV法），　LD　H
（Wroblewski　La　Due法），　HRA（SBPA法），　AKBR
（酵素法），乳酸（乳酸オキシダーゼによる酵素法）
を用いた．測定結果の表示は平均値±SEで行い，
統計学的有意差の検：定にはStudent’s－t　testを用い，
危険率p＜0．05をもって有意差ありと判定した．
結 果
　1．生存率（Table　1）
　48時間以上の生存率は，1群1／4例（25％），II群
1／5例（20％），III群1／5例（20％），　rV’群5／8例
（63％）であり，1，II，　III群島には差がみられなか
ったが，IV群はこれらに対して良好な生存率を示
した．術後48時間以内の死亡例の死因は肝機能不
全3例，術後腹腔内出血3例，肺醗血1例，不明7
例であった．
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Fig．　4　Recipient　operation　at　the　end　of　transplantation．
　2．生化学的検査の検討（Fig．5）
　手術終了時におけるASTは1群2011±588．6
1U／1，　II群1600±420．41U／1，　III群866．8±258．3
1U／1，　IV群831．5±279．31U／1，　LD　Hは1群3425±
785．51U／1，　II群3186±336．91U／1，　III群　2612±
541．21U／1，　rV群2308．5±518．91U／1であり，rV群，
III群，　II群，1群の順に良好であった．　AKBRは1
群0．48±0．13，II群0．69±0．25，　III群0．77±0．36，
IV群0．69±0．29であり，1群に比べて灌流保存した
他の群が良好な結果を示した．HRAは1群358±
39．8μg／1，II群727±432．3μg／1，　III群532±146．4
μg／1，IV群441±413．5μg／1と，1群に比べ灌流保存
した群が高い数値を示したが，特にII群はIII群，
IV群に比べて高値であった．
　灌流保存群における灌流終了時の灌流液内への
AST，　LDH，乳酸の逸脱は，　II，　III，　IV群問で差が
無かった．
　3．灌流保存肝血管抵抗および灌流液中への逸脱
酵素と手術終了時におけるレシピエント血清中への
逸脱酵素の関係の検討
　今回の実験では実験を行った対象が少ないため，
肝動脈からの灌流にて保存したIII群とIV群を合わ
せ 13例について評価したところ，灌流終了時の
灌流液AST値（X）と移植後の血清AST値（Y）の
相関関係の有無の検討では，Y＝532．5＋0．83X（r
＝o．65，p＜o．05）と正の相関が認められた（Fig．6）．
また灌流保存終了時の肝血管抵抗（X）と移植後の
血清AST値（Y）の問の相関関係の有無の検討でも，
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　　　　　　Table　1　Survival　rates．
The　ratio　of　the　number　of　survival　animals　and　oper－
ated　animals　at　48　hours　after　operation．
群 保存法 48時間以上の生存
111mW 単純冷却保存
瘟ｷ持続灌流保存（門脈灌流）
瘟ｷ持続灌流保存（肝動脈灌流）
hII群の灌流液にPOF添加
1／4
P／5
P／5
T／8
Y＝153．3＋2．36X（r＝0．84，　p＜0．01）と正の相関
が認められた（Fig．7）．しかし灌流終了時の灌流液
内LDHおよび乳酸と移植後の各検査値の問には有
意な相関はみられなかった．
　4．組織学的検討
　各群における光顕所見（HE染色）をFig．8a～c
に示した．門脈から灌流保存したII群は，醗血が
高度にありグリソン鞘および小葉内に出血がみら
れ，肝細胞索は乱れ，肝細胞には壊死が認められた．
また肝動脈から灌流したIII群は，　II群に比して二
二の程度は軽かったが，肝細胞索は乱れ，肝細胞に
は萎縮，変成，壊死が認められた．IV群は小葉構造，肝
細胞索が保たれ，肝細胞の変性も比較的軽度である
ことが観察された．また図には示していないが，1
群は二二が著しく細胞構築の乱れも強かった．
　電顕像をFig．9に示した．類洞内の内皮細胞はIII
群に比べrv群の方が保たれてた．またIII群では数
多くのクッパー細胞と血小板が類洞内に観察され
た．
考 察
　1979年にシクロスポリンが導入されて以後23），
手術手技や術中術後の管理の改善とあいまって，心
臓，肝臓，腎臓など各種臓器移植の成績は飛躍的に
向上し，それに伴い移植症例数は急増した24）．しか
しここ数年，移植症例数は横ばいとなり，移植を希
望する待機患者数は年々増加の一途をたどってい
る．その原因は提供される移植臓器の不足である．
対応策の一つとして，これまでの脳死体からの臓器
提供のみでなく，心停止ドナーからの臓器移植の可
能性が注目されるようになった．しかし肝臓は元来
温阻血に弱い臓器であり，現状では心停止ドナーか
らの肝移植は極めて困難と考えられている．
　心停止ドナーからの肝移植に関する臨床例の報告
は，温阻血時間が極めて短い特殊な症例のみであ
り25，　26），動物実験でも満足すべき成績は得られてい
ない27・　28）．従って心停止ドナーからの肝移植を成
功させるためには，新たな発想による臓器保存法の
開発と工夫が必須と思われる．
　臓器保存はその臓器のviabilityを低下させること
なくできるだけ長時間保存することを目的とするが
臨床応用が可能な保存法には，臓器，組織の代謝を
抑制する単純冷却法と，代謝を維持ないし補助する
低温持続灌流法とがある．
　単純冷却法の利点としては1．保存操作が簡便で
あること，2．費用が比較的安いこと，3．条件のよ
い臓器であれば長期間の保存が可能であることなど
があり，また低温持続庶流法の利点としては1．
viabilityの判定がある程度可能であること，2．心
停止後摘出された腎でも長期間保存が可能であるこ
と，3．viabilityの改善（graft　conditioning）が可能
であることなどが指摘されている12）．
　現在の臨床臓器移植においては単純冷却法が主流
であり，世界のほとんどの施設で同法を採用してい
る．低温持続灌流法は手技が繁雑で費用がかかるこ
と，現在の脳死体からの臓器提供を中心とする移植
システムにおいては単純冷却法により十分な保存時
間が得られることなどがその理由である．
　腎移植における単純冷却法は，1969年Collinsら
による細胞内液型の組成を有する保存液の開発によ
り実用化され14），1987年Belzerらによって開発さ
れたUW液により臓器の保存許容時間は飛躍的に
延長した29・　30）．臨床における肝移植でも，脳死体か
ら摘出された肝臓をUW液を用いて単純冷却法に
よって保存することが一般的であり，同法によって
24時間以上の保存成功例が報告されている31，32）．
　一方低温持続灌流法は1968年Belzerらによって
腎移植の臨床に用いられた33）が，その後の単純冷
却法の進歩に伴い，臨床では次第に行われなくなっ
た．
　しかし脳死体からの提供臓器の不足が深刻化する
につれ，基準外ドナーや心停止ドナーの利用が検討
されるようになり，低温持続灌流法が再び注目され
ている34）．とくに論蔵はその機能維持のためのエネ
ルギー代謝を酸素に依存しているため，温阻血下で
は好気的ATP産生が停止しエネルギー産生が阻害
される．そのため嫌気下における代謝により乳酸が
産生し，細胞内アシドーシス，細胞膜のNa－Kポン
プの障害を招来し35），障害が他の臓器より強くおこ
（6）
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る．この点からも肝保存への低温持続三流法の応用
が期待されている．
　1997年10月まで脳死体からの臓器移植が容認さ
れていなかったわが国では，心停止ドナーからの腎
移植においては諸外国に比して多くの臨床経験を有
しているが，とくに筆者らの施設では，従来より心
　停止後摘出した腎臓の低温持続灌流保存法の基礎
的および臨床的研究を行い，その有効性を確認して
きた6，7）．悪条件下の心停止ドナーから摘出した腎
臓の移植の場合，移植後機能発現までに長期間を要
したり（急性尿細管壊死），最後まで機能発現しな
い腎臓（原発性無機能腎）も少なくないが，低温持
続灌流法を用いることにより，viabilityの判定が可
能となり無機能腎を移植前に除外出来るほか，灌流
液に種・々の薬剤を添加することで臓器のviabilityを
改善すること（コンディショニング）が可能である
と考えられている．筆者らの臨床経験でも，これら
の事実が確認された8～12）．
　今回の研究に用いたPOFはmethyiXanthine　phos－
phadiesterase　inhibitorであり，赤血球の変形能充
進（微少循環領域における通過性改善）や血小板凝
集能抑制，末梢血管拡張作用などの作用を有する
水溶性，脂溶性のキサンチン誘導体である36，37）．
臨床においても脳，肝，腸管等の血流を改善するこ
とら脳虚血性疾患の治療薬として用いられている
が38・39），in　vitroの実験でPOFがクッパー細胞の活
性化を抑制することが報告され13，40），さらにラット
の肝移植実験：でも温阻血後の再灌流障害の軽減に有
効であることが報告されている41）．また最近では，
POFはラット肝移植における阻血一再灌流障害に
伴う肺障害を抑制するという報告42）やシクロスポ
リンの腎毒性の発生を抑制するとの報告もある43・　44）．
　以上これまでの研究結果から，今回の研究では提
供臓器の不足に対する解決策の一つとして心停止後
ドナーからの肝移植を想定した．すなわちブタを用
いて脱血による低血圧負荷を加えた湖心停止させ，
摘出した肝臓を低温持続灌流法で保存した後に移植
した．
　本実験では，肝実質細胞障害の指標としてAST，
LDH，類洞内皮細胞障害の指標としてHRA，肝不
全の重症度判定としてAKBRをそれぞれ測定した．
　今回の結果をみると単純冷却法を行った1群に比
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Fig．　5　Comparison　of　biochemical　indices．　HRA：　hyaluronic　acid，　AKBR：　arterial　keton　body　ratio
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べると低温持続灌流法を行ったII，　III，　IV群の方
がAST，　LDH，　AKBRにおいて良好な成績を示し
た．また低温持続灌流下を行った群のなかで比べる
と，門脈より灌流したII群よりも経肝動脈に灌流
し保存したIII，　IV群の方がAST，　LDH，　AKBRに
おいて良好な結果を示した．組織所見をみると，光
顕像では肝細胞や細胞構築および好中球浸潤がII群
に比べIII群さらにはIV群がより保たれ，電顕像で
は，POFを灌流液中に加えたIV群の方が加えなか
ったIII群に比べ，類洞内の内皮細胞が保たれてお
り，III群には数多くのクッパー細胞と血小板が観
察された．これらの所見はPOF添加による内皮細
胞の保護およびクッパー細胞の活性化を抑制した可
能性を示唆している．以上の結果から単純保存より
灌流保存した群がより良好な結果を示し，灌流保存
した群では，門脈からの灌流は適当でないと思われ
た．また動脈から環流したIII群とIV群の諸指標を
比較すると，一部矛盾する結果を得たものの，組織
像や生存率などを含め全体としてIV群の方が良好
な成績であった．
　阻血一再灌流障害の発生には，クッパー細胞の活
性化と類洞内皮の障害がその初期に重要な役割を果
たしていると考えられている45）．すなわちクッパー
細胞が活性化されるとtumor　necrotic　factor（TNF）
やsuperoxide　anion（02『）など多くの化学的伝達
物質を放出し内皮を障害する．この部位に好中球接
着がおこり再灌流後血栓を形成し，肝の微小循環が
障害され肝組織の壊死が惹起されると考えられ
る46）．本実験の結果からは，POFの添加によりク
ッパー細胞の活性化が抑制され，移植肝の阻血一再
（8）
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灌流障害が軽減されることが期待された．
　また今回の研究結果によれば，灌流保存では灌流
液の肝細胞逸脱酵素の測定や，灌流圧，灌流量，肝
重：量の変化の観察により移植肝のviabilityの判定が
可能であると考えられた．このことは肝移植におい
ては特に重要である．すなわち肝移植においては
viabilityの悪い肝臓の移植はレシピエントの死に直
結するからである．移植肝のviabilityを移植前に的
確に把握することが可能であれば，術後管理に有効
であるばかりでなく，場合によっては途中で移植手
術の中止も考えられる．
結 論
　低血圧負荷後，心停止させたドナーから摘出した
肝を低温持続灌流保存を行った後に移植した．POF
を加えた経肝動脈灌流保存がグラフトコンディショ
ニングの面から有効であることが示唆された．
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び5th　Congress　of　The　Asian　Society　of　Transplantation
（平成9年）および17th　Wbrld　Congress　ofThe　Trans－
plantation　Society（平成10年）において発表した．
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Usefulness　of　preservation　method　by　machine　purfusion　and
　　　　　　　　pentoxifylline　on　the　liver　transplantation　from
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　non－heart－beating　donor
Masami　UCHIYAMA，　Koichi　KOZAKI，　Naoto　MATSUNO，　Takeshi　NAGAO
The　Fifth　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　The　shortage　of　organ　donors　is　a　universal　problem．　We　report　in　this　study　usefulness　of　preser－
vation　method　by　machine　purfusion　and　pentoxifylline　（POF）　on　the　liver　transplantation　from　non－
heart－beating　（NHB）　donor　after　the　shock　state．
　　We　carried　out　orthotopic　liver　transplantation　（OLT）　using　pigs．　The　liver　was　harvested　from　NHB
donor　after　60　minutes　of　shock　state．　The　grafts　were　preserved　for　120　minutes　by　simple　cold　stor－
age　（40C，　UW　solution），　or　by　continuous　machine　perfusion　（80C，　modified　Belzer’s　gluconate　solu－
tion　with　or　without　POF）．　Experimental　groups　are　as　follows；　group　1，　（n　＝　4）　simple　cold　storage；
group　II　（n　＝　5），　machine　perfusion　via　portal　vein；　group　III　（n　＝　5），　machine　perfusion　via　hepatic
artery；　group　IV（n　＝　8），　machine　perfusion　with　POF　1　g／1　via　hepatic　artery．　The　survival，　blood　chem－
istry　and　histological　changes　were　compared　among　these　groups．
　　The　survival　rates　at　48　hours　were　2590　in　group　1，　2090　in　group　II，　2090　in　group　III　and　6390　in
group　IV．　Postoperative　transaminase　and　hyaluronic　acid　levels　in　perfusion　groups，　especially　in　group
IV，　were　lower　than　those　in　simple　cold　strage　group．　Arterial　keton　body　ratio　was　higher　in　perfu－
sion　groups．　Histological　study　revealed　that　the　damage　of　hepatocyte　was　minimum　in　perfusion
groups，　especially　in　group　IV，　but　the　sinusoidal　damage　in　perfusion　groups　tends　to　be　severer　than
that　in　simple　cold　storage　group．
　　Machine　perfusion　preservation　through　hepatic　artery　with　POF　allows　the　optimum　graft　condition
in　liver　transplantation　from　NHB　donor．
〈Key　words＞　Liver　transplantation，　Non－heart－beating　donor，　Machine　perfusion　preservation，
　　　　　　　　　　　Pentoxifylline
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